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Absorcao de imunoglobulinas G (IgG) do colostro pelo bezerro
recém-nascido e suas concentragées na glandula mamaria

Absorption of immunoglobulins G (IgG) from,colostfum by newborn
calves and the concentrations of IgG in different parts
of the mammary gland

Cristiano Pereira.Barbosa,* Edmundo Benedetti,** Deise Aparecida de Oliyeira Silva,*** Ernesto Akio Taketomi,****
Ednaldo Carvalho Guimaraes*****

Resumo

Foram estudados neste trabalho, a capacidade de absor¢do de IgG pelo bezerro lactente nas primeiras 24 horas de vida e
possiveis diferengas de concentragdes de IgG entre o colostro antes do bezerro mamar, que esta localizado no seio lactifero
parte glandular e o colostro depois da mamada e ligeira esgota, que esta localizado nos ductos lactiferos. Para isso, foi
analisado o colostro de 15 vacas recém-paridas e o soro sanglineo dos bezerros filhos dessas vacas, em duas colheitas,
uma antes da primeira mamada, logo apds o nascimento, e outra 24 horas depois da primeira. O teste de ELISA foi utilizado
_ para detecgédo e quantificagdo da IgG, tanto no colostro, quanto no soro sanglineo. Os resultados mostraram que houve
grande absorgéo de IgG pelo bezerro recém-nascido (p<0,05), em 24 horas, mas nao houve diferenga de concentragio
(p>0,05) entre o colostro proveniente do seio lactifero (parte glandular) e dos ductos lactiferos.

Palavras-chave: imunoglobulina, colostro, glandula mamaria, bezerro, bovino de leite.

Abstract

The present study examined the capacity of IgG absorption by calves during the first 24 hours and possible different IgG
concentrations in colostrum from two different parts of the mammary gland, the sinus lactifer pars glandularis and the ductus
lactiferi. The colostrum from 15 newly-delivered cows and the serum from their calves, obtained before the first suckling and
after 24 hours, were examined. An ELISA test was developed for the detection and quantification of IgG in colostrum and IgG in
the serum. The results showed a high absorption (p<0,05) of IgG by newborn calves in the first 24 hours, and there was no
difference in the concentration (p>0,05) of colostrum in the two parts of the mammary gland.

Keywords: immunoglobulin, colostrum, mammary gland, calf, dairy cattle.

Introdug¢ao ' ocorre. A imunoglobulina do tipo G (IgG) é a mais importante

i L . L. . i e deve ser ingerida rapidamente ap6s o nascimento, pois a
O colostro é a primeira secre¢do mamaria produzida apés 0 mycosa intestinal é altamente permeével a macromoléculas
parto. E de importancia primordial para o filhote, altamente apenas por um curto periodo, fechando-se posteriormente,

nutritivo e, em algumas espécies, possui componentes €s-  para evitar a passagem de proteinas complexas (Argenzio,
senciais para a sobrevivéncia no periodo neonatal (Jacobson  19gg e McGuirk, 1999).

e McGilliard, 1988).

A absorgdo de proteina intacta pelo intestino do recém-nasci-
do representa uma forma de transferéncia de anticorpos, ca-
racterizada como imunidade passiva. Nos bovinos, como em

A maior transferéncia seletiva de IgG do sangue para a secre-
¢ao glandular no pré-parto aumenta a concentragao de IgG
no colostro antes do parto que, além de proteger a glandula
-~ OVE mamaria, susceptivel a entrada de patégenos com o inicio da
algumas outras espécies, a transferéncia de gama- |55tac30, tem a fungio de transferéncia passiva de IgG para o

globulinas, que s&o as imunoglobulinas (Ig), se faz apds 0 pezerro recém-nascido ja na primeira mamada (Panchal et
nascimento, via colostro materno, ja que via placenta ela ndo 5" 19gg)
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" A alta températura ambiental pode influenciar na composigao
do colostro e imunizagao passiva do bezerro. Segundo

Lacetera (1998), vacas expostas a alta temperatura ambiental.

no final da gestagdo e inicio -da lactagao sofrem redugéo de
imunoglobulinas no colostro. Os.bezerros nascidos neste
ambiente de calor tém a absor¢do de imunoglobulinas preju-
dicada, tanto devido a menor ingestao de colostro quanto pela
baixa qualidade do colostro de suas maes, proporcionando-

Ihes. niveis mais baixos de IgG plasmatica por até 36 horas

apds o nascimento.

. Sultan et al. (1993) verificaram que as concentragoes de
imunoglobulinas no colostro diminuem em torno de 70% do
primeiro para o segundo dia pés-parto, enquanto se mantém
alta no soro sangiiineo do bezerro que o ingeriu durante os
trés primeiros dias de idade. ,

Segundo Rajaraman et al. (1997), a aquisicado de imunidade
passiva é indicada pelas concentragdes de IgG no soro. Os
leucécitos mononucleares do sangue dos bezerros sao fun-
cionalmente hiporresponsivos e de composigao diferente dos
leucécitos de vacas adultas nao prenhes. Estas diferengas
refletem a imaturidade do sistema imune do neonato, contri-
buindo para o aumento da susceptibilidade as doengas in-
fecciosas.

A concentragdo de IgG plasmatica e a atividade da gama-
glutamil-transferase (GGT) aumentam apds a ingestao de
colostro, mas somente a IgG permanece elevada, sendo o
melhor indicador de ingestao de colostro até o sétimo dia de
vida do bezerro (Hadorn e Blum, 1997). Pode-se verificar ain-
da que a IgG colostral absorvida e circulante no soro
sangiineo chega ao trato intestinal onde realiza um papel de
imunidade entérica local, principalmente a infecgdes virais
entéricas nao-invasivas (McGuirk, 1999).

Segundo Virtala et al. (1999), bezerros com baixos niveis de
IgG séricos, devido a falha de transferéncia passiva de
" anticorpos, tiveram duas vezes mais casos de pneumonias
do que os bezerros com maiores concentragdes de IgG, as-
sim como bezerros com inadequada concentragao de IgG e
de proteina plasmatica até 24 horas de vida correm maiores
riscos de mortalidade e morbidade respiratéria das primei-
ras semanas até antes do desmame. Este estado de imuni-
dade passiva esta associado.com o desenvolvimento do be-
zerro antes e ap6s a desmama (Wittum e Perino, 1995).

O objetivo deste estudo foi verificar a absorgao de 1gG pelo
bezerro recém-nascido 24 horas apés a ingestao de colostro
materno e a possivel diferenga na concentragao de IgG entre
o colostro localizado no seio lactifero glandular e nos ductos
galactéferos.

Material e métodos

Animais e amostras de soro e colostro

. Foram utilizadas 15 vacas mestigas leiteiras, recém-paridas,
' de idades entre 3 e 8 anos, de trés rebanhos diferentes, no
municipio de Uberlandia, MG, para a colheita de colostro de

todas as tetas funcionais. Foram utilizados 15 bezerros, sen- -

"~ .do nove machos e seis fémeas, recém-nascidos das referi-

_ das vacas e de mesma raga, para a colheita de sangue. As

.amostras foram obtidas entre os meses de margo e agosto
de 2001. - : :

' O colostro das vacas foi ordenhado logo apés o parto antes

da mamada do bezerro (colostro-pré), retirando-se de cada
teta os primeiros cinco jatos e reunidos em apenas um fras-
co. Em seguida colocava-se o bezerro recém-nascido para
mamar, realizava-se uma pequena esgota e colhia-se nova-

‘mente o colostro da mesma forma que a primeira (colostro-
pés). -

As amostras de colostro-pré foram consideradas como sen-
do o colostro contido no seio lactifero parte glandular e seio
lactifero parte papilar, enquanto as de colostro-pds foram con-
sideradas como o colostro contido nos ductos lactiferos. A
nomenclatura anatomica utilizada esta de acordo com o
International Committee on Veterinary Gross Anatomical
Nomenclature (1994).

Foram colhidos em torno de 10 ml de sangue dos bezerros
por venopungado jugular antes da primeira mamada (soro-
pré) e 24 horas apés esta primeira mamada (soro-pos).

Logo apds a colheita, todas as amostras de sangue e colostro
foram levadas para o laboratério de Imunologia, da Universi-
dade Federal de Uberlandia e imediatamente processadas.
O colostro “inicialmente foi centrifugado (centrifuga
EPPENDORF 5804 R) a 4.500 r.p.m. por 45 minutos a 4°C e,
em seguida, a gordura superficial e o precipitado foram des-
prezados e o sobrenadante foi filtrado e novamente
centrifugado, sendo entdo aliquotado e estocado a -20°C, até
ser analisado para a dosagem de IgG. As amostras de san-
gue foram centrifugadas (centrifuga EXCELSA 2, modelo 205
N) a 3.000 r.p.m. por 15 minutos e o soro obtido foi aliquotado
e estocado a -20°C para andlise da dosagem de IgG.

ELISA para detecgao de IgG bovina

A detecgao de IgG bovina foi realizada através do teste ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay), como descrito por
Silva et al. (1997), com modificagoes.

Placas de microtitulagao (Costar, Sigma Chemical Co., USA)
foram sensibilizadas com IgG de cobaio anti-IlgG bovina na
concentragao de 10 ug/ml em tampao carbonato-bicarbonato
a 0,06M, pH=9,6 durante uma noite a 4°C. Em seguida, as
placas foram lavadas por trés vezes com solugao salina
tamponada com fosfatos 0,01M, pH=7,2 (PBS) contendo
Tween 20 a 0,05% (PBS-T). Subsequientemente, as placas
foram bloqueadas com PBS-T adicionado de soro equino
normal a 5% (PBS-TE) durante 30 minutos a 37°C. Apés lava-
gens com PBS-T, as placas foram incubadas com amostras
de soros (1:10 e 1:100) e colostro (1:100 e 1:1000) em dupli-
cata, diluidas em PBS-TE, e incubadas por 45 minutos a 37°C.
Em seguida, as placas foram novamente lavadas com PBS-T
por seis vezes e incubadas com o conjugado anti-lgG bovina-
peroxidase (preparado conforme descrito por Wilson e Nakane,

. 1978) diluido a 1:500 em PBS-TE durante 45 minutos a 37°C.

Apéds novas lavagens com PBS-T, a reagao foi desenvolvida
pela adigao do substrato enzimatico, consistindo de ABTS
(2,2’-azino-bis-3-ethyl-benzthiazoline sulfonic acid; Sigma) a
0,01M em tampao citrato-fosfato a 0,07M (pH 4,2) contendo
0,03% de H,0,. A leitura foi realizada a 405 nm em leitor de

microplacas (Titertek Multiskan Plus MK I, Flow Laboratories,

USA). Os resultados foram expressos em mg/ml de 1gG, com-
parando-se com uma curva controle de IgG bovina, incluida
em cada placa. : ‘ '
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Andlises estatisticas

As anélises estatisticas foram feitas utilizando-se andlise
descritiva, intervalo de confianga para média aritmética e o -

teste t de Student com amostras pareadas, a nivel de
significancia de 5%, conforme Vieira (1998).

Resultados

Do total de 30 amostras de colostro, colhidas de 15 vacas

recém-paridas, foram analisadas as amostras de colostro

antes (colostro-pré) e depois da mamada e esgota (colostro-
po6s), onde se observou uma grande variagdo de animal para

animal, em termos de concentragdo de IgG e porcentagens.

de acréscimo ou decréscimo-(Tabela 1).

Tabela 1: Concentragao de Imunoglobulinas G (IgG) no colostro e

antes (pré) e apés (pés) a mamada pelo bezerro e suas res-
pectivas porcentagens de. decréscimo ou acréscimo.

Numeroda  Colostro-pré - Colostro-pés  Decréscimo(D) ou
amostra (mg/ml) (mg/ml) Acréscimo(_/o\/) .
1 527 253 52,0 (D)

2 6,3 6,7 6,3 (A)
3 22,8 " 252 105 (A)
4 128 . 4,7 63,3 (D)
5 74,4 17,9 75,9:(D)
6 33,0 13,9 57,9 (D)
7 180,5 95,7 47,0 (D)
8 10,6 33 68,9 (D)
9 613 . . 988 61,2 (A)
10 287 49,9 73,9 (A)
11 22,0 16,5 25,0 (D)
12 31,7 45,7 44,2 (A)
13 265,0 132,7 49,9 (D)
14 24,0 12,7 47,1.(D)
15 24,8 299 17,7 (A)

Quando comparado o colostro-pré e pés, dos 15 pares de
amostras, nove (60%) apresentaram um decréscimo na con-
centragdo de IgG, variando de 25,0% a 75,9%, com média de
decréscimo de 54,1%, enquanto em outros seis pares de
amostras (40%) foi observado um acréscimo variando de 6,3%
a 73,9%, com média de acréscimo de 35,6%.

A média aritmética das amostras de colostro-pré foi de 56,7

mg/ml de 1gG, com intervalo de confianga de 95% para esta -

média, apresentando limite inferior e limite’ superior de 17,0
mg/ml e 96,4 mg/ml, respectivamente. Devido a grande varia-
bilidade dos dados, cujo coeficiente de variagdo (CV) foi de
126,5%, a média geométrica foi a-medida de posigao que
melhor representou a variavel, e neste caso, seu valor foi de
33,9 mg/ml de IgG.

Para as amostras de colostro-pés, a média aritmética foi de
38,5 mg/ml de 1gG, com intervalo de confianga de 95% (16,6'a
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60,5 mg/ml). O coeficiente de variagdo (CV), neste caso, foi de
102,8% e a média geométrica foi de 23,1 mg/ml de IgG. ;

Ao se compararem as médias obtidas do colostro-pré e pds,
utilizando-se o teste t de Student, observou-se que ndo houve .
diferenga estatisticamente significativa (p>0,05), entre as con- .
centragdes de IgG (Figura 1). :
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Figura 1: Corhparag:éq entre os niveis de Imunoglobulinas G (IgG) obtidas

~do ‘colostro antes (pré) e ap6s (p6s) a mamada pelos bezerros (n=15). As
.. barras horizontais representam a média geométrica obtida para cada grupo.

Do total de 30 amostras de soro sangliineo; obtidas de 15
bezerros, foi avaliada a absorgéo de IgG apés um periodo de

‘24 horas.

Um: dos bezerros ndo conseguiu mamar em 24 horas, devido
a hipocalcemia péds-parto e prolapso de Utero apresentados
pela mae; entao, foi descartado do trabalho, ficando apenas
14 bezerros e 28 amostras de sangue. A vaca, no entanto,

-teve o colostro colhido antes de se debilitar, realizando-se

somente a esgota r_nanual para as duas amostras de colostro,
sendo entdo incluida no estudo.

Analisando-se as amostras de soro antes da mamada (soro-

-~ pré) e de 24 horas depois (soro-pds), observaram-se varia-

¢bes, com aumento na concentragao de IgG em praticamente
todas as amostras de soro-pds (Tabela 2). Somente uma,
das 14 amostras pareadas de soro, nao apresentou varia-
¢ao, enquanto as demais variaram, nos niveis de I1gG, de 33,3%
a 31.900%, com média de 4.670%.

As amostras de soro-pré apresentaram média aritmética de
0,8 mg/ml com intervalo de confianga de 95% e com os: limi-
tes inferior e superior variando de 0,2 a 1,4 mg/ml. A média
geométrica foi de 0,3 mg/ml com um coeficiente de variagao
(CV) de 128,6%.

Em relagdo as amostras de soro-pds, a média aritmética
apresentada foi de 6,9 mg/ml, com intervalo de confian¢a de
95% (1,8 a 12,1 mg/ml). O coeficiente de variagado foi de
128,7%, apresentando uma média geométrica de 3,9 mg/ml.

Ao se comparar as médias dos soros pré e pés, utilizando-se

. o teste t de Student, observou-se estatisticamente que ha

diferenga entre as varidveis: a nivel de significancia de 5%

(p<0,05), que indica um aumento significativo na concentra-

¢éo de IgG no soro do bezerro, em 24 horas apds a pnmelra
mamada (Flgura 2).
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Tabela 2: Concentra¢@o de Imunoglobulinas G (IgG) no soro
de bezerros antes (pré) e 24 horas apés (pés) a mamada e
suas respectivas porcentagens de acréscimo.

Numero da “Soro-pré Soro-poés Acréscimo
amostra __(mg/ml) (mg/ml) %
1 2,7 v 5,8 114,8
C 2 1,8 24 33,3
3 0,01 3,2 31.900,0
4 04 0,9 125,0
5 32 5,0 56,2
6 02 ° ¢ 19 850,0
7 0.2 6,6 3.200,0
8 03 34,3 11.333,3
9 02 16,0 7.900,0,
10 0,4 1,2 200,0
Rk 0,6 4,3 616,7
12 0,2 11,3 5.550,0
13 0,1 3,6 3.500,0
14 0,8 0,8 00
1100~
m A
c : A
S 1 0- 3 AA
[e] ' ad
0 — ’ =. ah
: (g) E ) 1 i .. :A
COE nanm
-,o N 0 1_ "
LA
2
2 0.01+4 L]
0.001
Soro-pré Soro-pés

Figura 2: Comparagéo entre os niveis de Imunoglobulinas G (IgG) do
soro de bezerros antes (pré) e 24 horas apds (pés) a mamada (n=14). As
barras horizontais representam a média geométrica obtida para cada

grupo.

Discussao

A determinagao de valores de concentragao de IgG, tanto no
colostro quanto no soro, € influenciada por uma série de fato-
res que resultam em diferengas entre diversos autores. Es-

tas diferencas ocorrem, principalmente, devido as técnicas

utilizadas na detecgao de IgG, que variaram nos diversos tra-
balhos consultados. Dentro das mesmas técnicas, pode ha-
ver antigenos e reagentes de maior ou menor sensibilidade
" que outros, além das proprias expressdes de unidades se-
rem registradas de modo diferente.. -

No entanto, o importante ao se discutir o trabalho com outros
- autores, neste caso, é a verificagdo de variagdes na concen-

tracao de IgG, nas duas amostras de cada material, colostro
da vaca e soro sanglineo do-bezerro.

Feitosa et al. (2001) verificaram uma enorme discordancia de
opinides entre os varios autores, quanto a definicao de um
valor ideal da concentragdo de imunoglobulinas no soro

" sangiiineo de bezerros recém-nascidos, que lhes conferisse

uma adequada imunidade passiva.

Com relagao as concentragdes séricas de IgG em bezerros
com 24 horas de vida, a média encontrada neste trabalho, de
6,9 mg/ml-em bezerros com transferéncia de imunidade pas-
siva, difere de outros trabalhos, assim como também aque-
les verificados por Feitosa et al. (2001), ao compararem seus
resultados com outros autores, onde sao semelhantes com
alguns dados e diferem de outros quanto aos valores mini-
mos de IgG para transferéncia de imunidade. Isto evidencia,
possivelmente, a natureza quimica do colostro, além da pré-
pria individualidade da cria.

A concentragado de IgG sérica teve um aumento significativo
(p<0,05), quando comparadas as amostras de soro dos be-
zerros logo apds o nascimento e com 24 horas de vida, quan-
do ja havia ingerido o colostro. Este aumento chegou a média
de 4.670%, que muito se assemelha ao aumento médio de
mais de 2.100% verificado por Quigley llI et al. (1998). Outros
autores como Erhard et al. (1999a) verificaram também um
aumento médio de 3.666,5% nas concentragdes de 1gG
sérica, em apenas 12 horas ap6s a primeira mamada de
colostro materno.

Ja Erhard et al. (1997) e Romdhane et al. (1997) observaram
que as maiores médias de concentragdes séricas de IgG
dos bezerros neonatos ocorreram com 24 horas de vida. Es-
tes altimos autores observaram também um expressivo au-
mento em porcentagem de IgG, em torno de 12.000% em
média, quando comparadas as duas amostras de soro, an-
tes da mamada e apés a mamada, com um dia de idade.
Rajaraman et al. (1997) verificaram um aumento em torno de
10.000%, enquanto Hopkins e Quigley Ill (1997) observaram
que, em 24 horas, com uma amamentagao, houve acréscimo
de 2.600% e com duas amamentagdes, houve acréscimo de
2.200% nas concentragdes séricas de |IgG dos bezerros
neonatos.

Em outro trabalho de Erhard et al. (1999b), foi utilizado o teste
de ELISA, que detectou as concentragdes de IgG tanto no
soro sangtliineo quanto no colostro, demonstrando ser um
teste altamente eficiente na detecgao e sensibilidade para
diagnésticos de rotina, assim como foi observado neste tra-
balho.

Quanto as concentragdes de IgG no colostro, obtidas em dois
momentos diferentes, ndo apresentaram diferengas significa-
tivas (p>0,05), porém, foi constatado, analisando-se por valo-
res absolutos, que o colostro coletado mais tarde apresentou
menores concentragdes de IgG. Deste modo, foi verificado por
Levieux e Ollier (1999) que, com o passar do tempo e o decor-
rer das ordenhas, mesmo ainda na fase de colostro, ha uma
queda abrupta nas concentragdes de IgG, que chegaram a ser
de 96,6% nos primeiros dias, em torno da oitava ordenha. Ou-
tros autores, como Sultan et al. (1993), também verificaram um

“decréscimo consideravel de 70% entre as concentragdes de

IgG no colostro do primeiro para o segundo dia.
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Apesar de todos os autores consultados terem constatado
uma diminuigdo na concentragdo de IgG, em amostras de

colostro entre a primeira e a segunda ordenha ou em diferen- .

tes dias, neste trabalho foram colhidas amostras tanto do
seio lactifero parte glandular (pré) quanto dos ductos lactiferos
(p6s), na mesma ordenha, ndo havendo, portanto, um padrao
de diminuicao de IgG (p>0,05).
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